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 چکیده

به .باشلدمی مریهای سلمی در بیماران آلزایپلاکتشلکی  اصللی علت ( Aβ) بتاآمیلوئید پپتید 

سممطالعه بر روی این پپتید و ، همین علت سلولی شناخت مکانی ، آنبا مرتبط های مولکولی و 

سریع، آسان و ارزان برای  یروش حاضرپژوهش  .استضروری  بیماریدر تشخیص و درمان 

ست دادهارائه  این پپتید سازیخالصتولید و  ساس بیان ژن  بر که ا ستم در Aβا  اییباکتری سی

القا با لاکتوز و انکوباسللیون از پس .انتقال یافت pET26b وکتور بیانیه ب و سللنتز Aβ ژن اسللت.

 نوترکیب یدوجود پپت تأییدو بررسی  به منظورحاص  رسوب سلولی  ،پپتیدبیان  برایساعته 24

سط سترن بلات  SDS-PAGE تو سی و و ش با رو نوترکیبپپتید  سازیخالصسپس . شدبرر

در  ،خالص Aβتعیین ویژگی کشندگی سلولی  .انجام شد Ni-NTA ستون کروماتوگرافی تمایلی

 سلللولی مدل آلزایمر ردهبر روی  MTTاده از آزمون فبا اسللت میکرومولار 50و  25 هایغلظت

(SH-SY5Y ).نتایج  انجام شللدPCR Colony قطعه بیانصللحی   ورود کنندهتأییدتوالی و تعیین

 ،و وسللترن بلات SDS PAGE طول باندها در بررسللی .باشللدمیداخ  وکتور بیانی  به Aβکننده 

تیجه ندر نهایت . باشلللدمیحاوی دنباله هیسلللتیدینی  نوترکیبپپتید آمیز موفقیتنمایانگر بیان 

دارای ترتیب به میکرومولار، 50 و 25های در غلظتشده خالصنشان داد که پپتید  MTT آزمون
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های باکتریایی بسللیار در میزبانبتا آمیلوئید  تولید پپتید اسللت.درصللدی  50و  30کشللندگی 

سد. نظر میمطلوب به ستبههمچنین ر صورت محلول یک مزیت بهخالص  Aβآوردن پپتید د

شدمی پژوهشمهم این  شندگی پپتید  .با برای از آن  توانمی ،شدهخالصبا توجه به عملکرد ک

 .کردهای مدل و انجام مطالعات پیرامون آلزایمر استفاده تیمار سلول

 وسترن بلات، Ni-NTA، نوترکیب، پپتید، بتاآمیلوئید  :کلید واژگان

 

 مقدمه-1

یک پپتید کوچک چهار  (Aβ 1-42) 1 -42 یبتاآمیلوئید 

سلللاز تجزیه پروتئین پیش ۀکه در نتیجکیلودالتونی اسلللت 

ی بتا سللکرتاز و گاماسللکرتاز در هاآنزیم توسللطآمیلوئید 

در بتا آمیلوئید  .[1]شلللودمیغشلللاهای نوورنی متز تولید 

نت یا ندهوار ما باقی  43 تا 36های های متنوع دارای 

سیدی وجود دارد شکی   .آمینوا صلی ت های پلاکاما علت ا

سمی آمیلوئیدی در متز بیماران آلزایمری ایزوفرم آمیلوئید 

تجمع خارج سلللولی  .[2] باشللدمی آمینواسللیدی 42 بتای

در متز به مرور زمان منجر به از دسلللت  42آمیلوئید بتای 

یت از  هاسللللولرفتن عملکرد نورونی و مرگ  ها و در ن

  [3]. شودمیدست دادن حافظه و مهارت های شناختی 

ساس داده سط کنفرانس بینبر ا شده تو شر  المللی های منت

در میلیون فرد در سللراسللر دنیا  47 تقریباً ،انجمن آلزایمر

د کردنآلزایمر دسللت و پنجه نرم میبا بیماری  2016سللال 

سال دو برابر  بینیپیشکه  ست  ست این آمار هر بی شده ا

در  تا بآمیلوئید  پپتید بالای با توجه به اهمیت [4]شلللود. 

سم های مولکولی پات شناخت مکانی ولوژی بیماری آلزایمر، 

یص ، یک نیاز ضروری در تشخاین پپتیدو سلولی مرتبط با 

 . باشدمیو درمان بیماری 

شیمیایی  م اکنون هبتا آمیلوئید ی مختلف هاواریانتسنتز 

و محققان این  شلللودمیصلللورت روتین انجام در دنیا به

طور تجاری در دسترس بهفرم سنتتیک که  از عرصه معمولاً

کنند که تولید آن بهدر آزمایشات خود استفاده می باشدمی

 ۀدلی  نیاز به تجهیزات پیشللرفته و همچنین هیدروفوبیسللیت

                                                           
1 His-tagged intestinal fatty acid binding protein 

ثابت  ،همچنین .[5] باشدمی بسیار پرهزینهبالای این پپتید، 

ست که توالی  سنتز  Cشده ا ترمینال پپتید آمیلوئید بتا، در 

بوده و سللاز و مقاوم شللیمیایی به روش فاز جامد مشللک 

 ،دیگر سویاز  .[6] شودمیباعث ناکارآمدی پروسه سنتز 

وجود آمده در طی تولید آمیلوئید ههای بوجود ناخالصلللی

عث  با یک  تای سلللنتت کاهش ب تجمع مولکولی بیشلللتر و 

سه با فرم  سیتی در مقای سی  .[7] شودمی نوترکیبنوروتوک

تر تر و راحتنه تنها ارزان بتاآمیلوئید پپتید  نوترکیبتولید 

ند که فرم بلکه تحقیقات ثابت کرده باشلللدمی  نوترکیبا

سبویژگی ۀبرای مطالع شیمیایی و بیولوژیکی منا های بیو

سنتتیک پپتید لازم  .[5] باشدمیتر  ست تولید فرم  به ذکر ا

دلی  طولانی بودن توالی و در دسلللترس نبودن امکانات به

و  رو بوده استبههای فراوانی روهمواره با چالش ،مقتضی

نه فاده از نمو با اسلللت قات کنونی  های وارداتی گران تحقی

 . شودمیقیمت انجام 

تولید  برایدر سلللراسلللر دنیا های مختلفی راهبردتاکنون 

شلللده اسلللت که در نوع  کارگرفتهبهبتا آمیلوئید  نوترکیب

یانی، نوع وکتور، محیط نت، میزبان ب به کار واریا کشلللت 

شده، نحو ص  و  ۀگرفته  وش رالقای بیان، نوع پروتئین مت

در یک مطالعه،  .[8]با یکدیگر متفاوت هستند سازیخالص

ا ب E. coliسللازی پپتید آمیلوئید بتا از باکتری بیان و خالص
انجام شلللده  IFABP 1با  های ترکیبیاسلللتفاده از پروتئین

ست. وکتور مور ستفاده دا بود  pQE-80L در این پژوهش ا

 HPLCو روش  Ni-NTAسللتون  توسللط سللازیخالصو 

روشی با کارآمدی ، دیگر پژوهشیدر . [9]است انجام شده
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ارائه شده است که بر اساس الحاق  Aβ 1-42 بیان یبرابالا 

DNA  یانی خ  وکتور ب به دا ید  نده پپت بوده  pMALکدکن

ست.  ستفاده از کروماتوگرافی  سازیخالص ،همچنینا با ا

 (SEC) کروماتوگرافی بر اسللاس سللایز ،تمایلی و سللپس

پپتید گرم میلی 18و در نهایت مقدار  انجام شلللده اسلللت

 دسللت آمده اسللتکشللت بههر لیتر محیط ءبه ازانوترکیب 

ع. [4] طال تای  ۀم ید ب ید آمیلوئ یان پپت با ب آمینو  42دیگری 

اسللیدی برچسللب شللده با توالی هیسللتیدینی در وکتور 

pET22b ۀو سوی BL21  باکتریE. Coli  انجام شده است

سط  بیان تقریباً شان دهنده  سبی که ن بر  گرممیلی 23)  منا

های تر روشپیش اگرچه، .[8] باشللدمیکشللت( لیتر محیط

یب  تای نوترک ید ب ید انواع مختلف آمیلوئ متنوعی برای تول

ارائه شده است، القای بیان با استفاده از لاکتوز در پلاسمید 

پژوهش استفاده شده برای اولین بار در این  pET26bبیانی 

یک روش تلاش شللده اسللت  حاضللرپژوهش  در اسللت.

 سللازیخالصو ارزان برای تولید و  دسللترسدر سللریع، 

ید پ ید پت تاآمیلوئ ئه  ب عات قبلی ارا طال که در م شلللود. چرا 

رسللوب  ۀنمون در سللتون از سللازیخالص برایبیشللتر 

شده پس از بیان پپتید  شدهسونیکیت  ستفاده  ست که با ا ا

ازی سللبیشللتر برای محلول فراوریتوجه به نیاز به مراح  

ید م  پپت به  inclusion bodyدر های موجود کا یاز  ها و ن

با ترکیبات نمکی  سلللازیخالصهای سلللازی محلولغنی

سه مانند اوره،  ستلزمرا  سازیخالصپرو صرف زمان  م به 

ند. همچنینو مواد بیشلللتر می بات نمکی  ،ک وجود ترکی

پپتید و  سللازیمحلولاز جمله اوره در پروسلله  ،مضللاعف

، منجر به از بین رفتن بیشلللتر سلللازیخالصانجام مراح  

سلللاختار مولکولی پایدار پپتید و در نتیجه کاهش عملکرد 

سیک آن  ست با توجه به شودمیسیتوتوک . لازم به ذکر ا

کمتر بودن مقدار پپتید در سللون نمونه سللونیکیت شللده 

سبت به رسوب دربردارنده   دستبهها،  inclusion bodyن

پپتید در این مطالعه به آوردن مقادیر مسللاوی یا بیشللتر از 

                                                           
2 ligaton 

سایر مطالعات تولید آمیلوئید بتا  سبت  زیت به یک مخود ن

 آید.حساب می

 هامواد و روش-2

 pET26b-Aβ نوترکیبتهیه سازه بیانی  2-1

به همراه  بتاآمیلوئید بیان کننده  DNAژنی حاوی  ۀسلللاز

له آمینی  با نده دن کدکن کدون، His-Tagتوالی  های برای 

 ProteoGenixتوسط کمپانی سازی و بهینه E.coliمتناسب 

 pUC57-Aβدر داخ  وکتور سللپس و  شللدسللنتز فرانسلله 

کد کننده ژن  ناحیه محتوی کیلوبازی 500. قطعه شدکلون 

نده هاآنزیمبا  یت برش و  SalIو  NdeIی محدود کن با ک

از روی ژل آگارز بازآوری کره  GeneAllاسللتخراج از ژل 

سلللاعته و در  16 2الحاق. این قطعه طی یک واکنش شلللد

 pET26bبیانی  پلاسلللمید اب گرادسلللانتیدرجه  16دمای 

یانی شلللد.  تلفیق یبسلللازه ب به ( pET26b-Aβ) نوترک

سفورم  E.coliباکتری  DH5α سویه ی مستعدهاسلول تران

روش  ابی حاوی ژن بتا آمیلوئید هاکلونی تأییدسپس، . شد

Colony PCR پرایمرهای  توسطuniversal T7 شد نجاما .

ید برای ،همچنین خ  وکتور تأی به دا عه  هایی ورود قط  ن

شده پلاسمید، بیانی ستخراج  سویه  ا در کمپانی  DH5αاز 

Microsynth دشتعیین توالی به روش سنگر  سوئیس . 

 آمیلوئید بتا نوترکیببیان پپتید  2-2

شوک  ۀشیوه ب pET26b-Aβ نوترکیبدر مرحله بعد سازه 

 .Eباکتری  BL21(DE3)ی مستعد سویه هاسلولدمایی به 

coli  سیون باکتریایی بر روی محیط سپان سو سفورم و  تران

LB Agar رشللد داده شللد.  کانامایسللین بیوتیکحاوی آنتی

سللاعته به  16پس از یک پیش کشللت  نوترکیبتک کلون 

باتور  شلللدتلقی  تازه  LBمحیط  لیترمیلی 50 و در انکو

 گرادسانتیدرجه  37در دمای دور بر دقیقه  180دار شیکر 

کشللت داده  بار دیگر 0.6-0.5برابر  OD600 به تا رسللیدن

 مولارمیلی 15 نهایی غلظتبا لاکتوز با  . القای بیانشلللد

حاوی  محیط از القا، ساعت 24 گذشت پس از .شدنجام ا
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شده، سلولی شد.  سانتریفیوژ پپتید تولید  ست هبرسوب  د

 مولار،یلیم 300 یدسدیم)کلر 3بافر لیز لیترمیلی 5 در ،آمده

فات  یمسللللد مونو یدازولا مولار،یلیم 50فسللل  10 یم

لیز سللللولی و  برای و شلللد ح ( pH= 8و  مولاریلیم

یافتهپروتئین سلللازیمحلول در  دقیقه 10 های رسلللوب 

ستگاه  شور  Ultrasonic Processor Hielscherد ساخت ک

 سونیکیت شد. آلمان 

 SDS PAGE نالیزآ 2-3

سونیکیت  پسمحلول  سانتریفیوژ  40به مدت از  دقیقه در 

سانتریفیوژ و سوپرناتانت و دور بر دقیقه  1000 داریخچال

 ظرد نورم پتیدبررسی وجود پ برایطور جداگانه رسوب به

میکرولیتر از  50مقدار  ،به این صللورت که .شللدبررسللی 

)برومو فنول بلو،  4سمپ  بافر میکرولیتر 10نمونه به همراه 

SDS ،2- سرول، بافر تریس ه بمولار(  1مرکاپتواتانول، گلی

. شد حرارت داده گرادسانتیدرجه  100دقیقه در  5مدت 

صد  16 با SDS-PAGEبر روی ژل  ،سپس  آکری  آمیددر

. شللد الکتروفورز ولت 150دو سللاعت و با ولتاژ به مدت 

شده افزایش دقت،  برای ظاهرسازی باندهای پروتئینی جدا

 .شدانجام آمیزی نیترات نقره به روش رنگ ،براساس اندازه

 آزمون وسترن بلات 2-4

سنوترکیب پتیدقطعی بیان پ تأیید برای  ترن بلات، آزمون و

 His- tagضللد ادی ببا اسللتفاده از آنتی semi-dryبه روش 

 .شدانجام گرفته شده ازسرم خون خرگوش 

افی با روش کروماتوگر نوترکیبپپتید  سازیخالص 2-5

 کلرایدتمایلی نیکل

دینی با کمک برچسب هسیتی ،نوترکیب پتیدپ سازیلصخا

. شدانجام  5 کلراید با روش کروماتوگرافی تمایلی نیک  و

حفظ سلللاختار اصللللی و عملکرد پپتید، از بافرهای  برای

های فاقد اوره و با ایمیداروزول با غلظت سلللازیخالص

                                                           
3 Sonication Buffer 

4 Sample Buffer 

5 https://abtbeads.com/141-low-pressure-nta-agarose-beads 

 20با  سللازیخالصاز  پیش ،سللتونمعین اسللتفاده شللد. 

بافر  لیترمیلی 20و مولار میلی 100کلرید نیک  مولار میلی

صال سدیم کلر) 6ات سدمولار، میلی 300ید سفات یممونو  ف

شارژ (  pH= 8مولار و میلی 10مولار، ایمیدازول میلی 50

از  سللونیکیت سللوپرناتانت نمونه لیترمیلی 5مقدار  شللد و

شد. ستون کروماتوگرافی های حذف پپتید برای عبور داده 

صی صا ستونغیراخت  از دو لیترمیلی 50و  30ترتیب با به ، 

شو شست یدسدیم کلر) های بالاتر ایمیدازولبا غلظت 7بافر 

فات یممونوسللللدمولار، میلی 300 مولار، میلی 50 فسللل

شد.(  pH= 8مولار و میلی 20 ایمیدازول شو داده  ست  ش

 اسللتخراج پپتید دارای برچسللس هیسللتیدینی از سللتون

 Elution Buffer لیترمیلی 10مقللدار بللا  کرومللاتوگرافی

 50 فسلللفات یممونوسلللدمولار، میلی 300یدسلللدیم کلر)

یدازول میلی جام (  pH= 8مولار و میلی 300مولار، ایم ان

درصللد  16 با SDSبر روی ژل  سللازیخالصنتیجه . شللد

 . شدآمید مشاهده آکری 

شندگی سلولی با استفاده از آزمون تعیین ویژگی ک 2-6
MTT  

تتلیظ و حذف نمک ایمیدازول  برایپپتید خالص شلللده 

های  بافر  3از فیلتر آمیکون  ،سللللازیخالصموجود در 

 حذف آلودگی برای همچنین، داده شلللد. کیلودالتون عبور

مالی،میکروبی  نه احت  عبور داده میکرون 2/0از فیلتر  نمو

 شد.

 ،SH-SY5Yسلللولی  ردهثیر کشللندگی، از أبررسللی ت برای

مدل سلولی بیماری آلزایمر شناخته  عنوانبهکه شد  استفاده

خانه،  96پلیت  ن درپس از سید شد هاسلولاین . شودمی

شده ساعت  12به مدت  ، 0های غلظت دربا پپتید خالص 

مار رمیکرومولا 50و  25 حذف محیط . پس از شلللد تی

با  تترازولیوم به مدت چهار سلللاعت رنگ ،یمارحاوی ت

های فرامازون کریسللتالنهایت د. در مجاور شلل هاسلللول

6 Binding Buffer 

7 Washing Buffer 
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شدت نور حاصله  و شد ح  DMSOتشکی  شده در ماده 

خوانده  نانومتر 570با طول موج  الایزا ریدردر دسلللتگاه 

 .شد

 نتایج-3

 pET26b-Aβ نوترکیبتهیه سازه بیانی  3-1

 پلاسللمیدنقشلله شللماتیک سللازه ژنی طراحی شللده برای 

یبژن  محتوی ید  نوترک تاآمیلوئ  دارای( pUC57-Aβ) ب

صلیدین بخش چن شدمی ا   شک مطابقجزئیات آن که  با

  .باشدمی 1

 سمتق در بتاید آمیلوئکننده  تولیدژن تر، بیان مناسب برای

. قرار داده شدکدکننده دنباله هستیدینی  DNA یپایین دست

حذف دنباله هسللتیدینی از پپتید بیان شللده  برای ،همچنین

بین  TEVدر مراح  بعدی، جایگاه برشلللی آنزیم پروتئاز 

 .شدتعبیه این دو توالی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بتا آمیلوئید ژن حاوی شده طراحی ژنی سازه شماتیک نقشه 1 شک 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .pUC57-Aβ وکتور روی بر double digest انجام نتیجه 2 شک 

 (ب ؛His-tag- TEV- Aβ قطعه حاوی بازی جفت 500 باند (الف

 ریباتق باند (ن ؛شده دایجست وکتور بازی جفت 2500تقریبا باند

 .نشده دایجست وکتور بازی جفت 3000

 

 double digestبه روش  His-tag- TEV- Aβقطعه حاوی 

جدا شللد ومحصللول هضللم  pUC57-Aβاز بدنه وکتور 

شد که نتیجه  1آنزیمی روی ژل آگارز  صد الکتروفورز  در

قاب  مشلللاهده اسلللت. باند حاوی ناحیه  2آن در شلللک  

ید  نده آمیلوئ به طول تقریبی کدکن تا  باز، از  500ب جفت 

 pET26روی ژل اسلللتخراج شلللد و به داخ  وکتور بیانی 

صحی   برای تأیید الحاق PCR Colonyوارد شد که نتایج 

شک   شان 3آن در  ست. کلونی کنترل حام   ن شده ا داده 

ید  حدود  pET26پلاسلللم ند  با یب، دارای   300غیرنوترک

ناحیه  بازی اسلللت که پس از الحاق قطعه حاوی  جفت 

جفت بازی  750کدکننده آمیلوئید بتا، کلونی نوترکیب باند 

 دهند.را نشان می

شده از کلو ستخراج  سمید ا شاهده پلا های نیهمچنین، م

تأیید دیگری بر  وحشلللی و نوترکیب بر روی ژل آگارز، 

باشد. ورود صحی  قطعۀ مذکور به داخ  پلاسمید بیانی می

 یابی سللنگر برای پلازمید نوترکیبدر نهایت با انجام توالی

و همتاسازی آن با توالی طراخی شده اولیه، تشکی  صحی  

 تأیید قطعی شد. pET26-Aβسازۀ بیانی 
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 جفت 300 باندهای (ب و الف. colony PCR نتیجه 3 ک ش

 750 باند( ن ؛نوترکیب ژن فاقد هایکلونی به مربوط بازی

 .تاب آمیلوئید نوترکیب ژن حاوی کلونی به مربوط بازی جفت

 

ید  3-2 یان پپت یبب ید  نوترک تاآمیلوئ نالی ب  SDSز و آ

PAGE  
با حاضر  بنوترکیبرای پپتید شده  بینیپیشوزن مولکولی 

 protparamاز جمللله  in Silicoاسلللتفللاده از ابزارهللای 

 Expasy (https://web.expasy.org/protparam)وبسللایت 

شدمیکیلودالتون  6.5 سوب نمونه که با سی ر ها نتایج برر

شت  سیون، در  پس از ساعته و 24پس از ک سونیکا انجام 

محلول این پپتید موفق بیان  دهندهنشلللان SDS PAGEژل 

شدمی  پتید، وزن پشودمی دیده 4 شک در . همانطور که با

سللاعت القا با  24در نمونه رسللوب بیان پس از  نوترکیب

     .باشدمی کیلودالتون 6.5لاکتوز 

 

 

 

 

 

 

یان SDS-PAGE ژل نتیجه 4شلللک  ید ب ید پپت تا آمیلوئ  (الف .ب

سوب نمونه سوب نمونه (ب ؛لاکتوز با ازالقا پیش بیان ر  یانب ر

 .پروتئینی لدر (ج ؛لاکتوز با القا از پس ساعت 24

 

 

 His-tag علیه بادیآنتی با بلات وسترن آزمون نتایج 5 شک 

 (الف یدینی.هیست دنباله دارای بتا آمیلوئید پپتید شناسایی برای

 فاقد یمنف کنترل نمونه (ب شده؛ سونیکیت نمونه سوپرناتانت

 (ج ساعته؛ 24 بیان از پس نمونه رسوب (ن هستیدینی؛ توالی

 پروتئینی لدر

 آزمون وسترن بلات 3-3

یان پس از  نه ب تایج آزمون وسلللترن بلات برای نمو  24ن

شک  ساعت القا با لاکتوز و پس از انجام   5سونیکیت در 

تر مربوط به فرم مونومر نشان داده شده است. باند کوچک

و باندهای بالایی احتمالاً مربوط به اشللکال الیگومری پپتید 

 باشند. آمیلوئید بتای کونژوگه با دنباله هیستیدینی می

افی با روش کروماتوگر نوترکیبپپتید  سازیخالص 3-4

 تمایلی نیکل کلراید

تایج  گذارین نه  بار ید نمو مده پس از هبپپت دسللللت آ

شدمی 6 شک مطابق  SDSبر روی ژل  سازیخالص  .با

تنها  SDSل ژبر روی  سلللازیخالصپس از انجام مراح  

ای همشاده است که با نتایج باندباند اشکال الیگومری قاب  

تر در مطالعات مشللابه، متناظر اسللت. پیشوسللترن بلات 

با وزن ها  ند با فاوت های مولکولی طیف متنوعی از  مت

سایی های مربوط به فرم شنا دیمر، تتترامر، هگزامر و بالاتر 

ی پس از مونومرعدم مشللاهده باند . [12-10]شللده اسللت

دلی  پایین بودن غلظت اشللکال د بهتوانمی سللازیخالص

 پروسللله با گذشلللت زمان و طی زیرای باشلللد. مونومر
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شکال  سازیخالص صال مونومرا ر به یکدیگی تمای  به ات

    دارند. تربزرگو تشکی  تجعات مولکولی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 تا الف SDS-PAGE.. ژل روی بر سازیخالص نتایج 6 شک 

 پروتئینی لدر( د شده؛ خالص پپتید(  ج

 تعیین ویژگی کشندگی سلولی با استفاده از آزمون 3-5
MTT  

با پپتید خالص  SH-SY5Yی مدل هاسللللولپس از تیمار 

 هایسلاعت، میزان کشلندگی در غلظت 12شلده به مدت 

پپتید میکرومولار 0در مقایسه با غلظت  میکرولیتر 50و  25

 .آمد دستبهدرصد  50و  30ترتیب مذکور، به

 بحث-4

ید کلونینگ و  یان پپت ید  نوترکیبب تاآمیلوئ به روش قبلاً ب

های پروکاریوتی و یوکاریوتی های گوناگون و در میزبان

س متنوعی شده ا گیری از بهره .[16-13. 7. 5. 4]ت انجام 

های ئینها و پروتی پروکاریوتی برای بیان پپتیدهاسللیسللتم

همواره تر بودن آسللان تر و ارزاندلی  هب ،یوکاریوتیسللاده 

ستقبال مورد  ست بودها میلوئید آپپتید از آنجا که  ویژه،به. ا

مانند  ،های پس از ترجمهیفیکاسلللیوننیاز به انجام مود بتا

نداردوگلیک ید در زیلاسلللیون  ید این پپت بان، تول های میز

  د.انرسنظر میبه بسیار مطلوب اییباکتری

بسته  های ژنی به اشکال مختلفدر مطالعات مختلف سازه

یان شلللده، نوع  یب ب تای نوترک ید ب ید آمیلوئ نه پپت به گو

 جداسازی ۀو نحو سازیخالصشده برای برچسب استفاده 

در طراحی سازه اند. این دنباله از پپپتید اصلی طراحی شده

-1 بتایآمیلوئید پپتید حاضر، توالی کدکننده  پژوهشژنی 

42 (Aβ 42) انتخاب شللده اسللت که در بین تمامی گونه

سمی و های آمیلوئید بتا، مهم شکی  تجمعات  ترین عام  ت

شندگی  شترین اثرات ک شدمیدارای بی والی ت ،. همچنینبا

صد کدکننده پپتید  ستفاده ا GCاز لحاظ در های ز کدونو ا

سازی بهینهبررسی و ، E. coliاحتصاصی مختصص باکتری 

کارآمدتر  کاریوتیپروبیان پپتید را در سیستم که  شده است

 کند.

 pET26b بیانی وکتوربرای اولین بار از  ۀ حاضللر،مطالع در

باکتری  BL21(DE3)در سویه  بتاآمیلوئید برای تولید پپتید 

E. coli مانند ،های بیانیپلاسللمیدتر . پیششللد اسللتفاده، 

pET14b ،pMAL ،pGEX ،pET22b ،pET28a ،

pET31b تا  برای نیز و غیره ید ب یان انواع مختلف آمیلوئ ب

القای رونویسللی و انجام  برای .[20-17] اندشللدهاسللتفاده 

 IPTGاز القاگر  ترجمه این پپتید در مطالعات پیشللین غالباً

ظت نداختن برای های مختلفدر غل  Lacاپرون  به راه ا

اما در مطالعه حاضر القا با لاکتوز و در  .استفاده شده است

عنوان  توانمیانجام شللده اسللت که  مولارمیلی 15غلظت 

تای با میزان  کرد ید ب یان و  دسلللتبهآمیلوئ آمده پس از ب

ست.  سازیخالص شته ،همچنینمرتبط ا  برعلاوه  در گذ

بان، E. coli یباکتر کاریوتی میز کاریوتی و یو های پرو

تولیللد پپتیللد  براینیز  Pichia pastorisمللاننللد  ،دیگری

 رسللدنظر میبه حالبا این .اندشللدهآمیلوئید بتا اسللتفاده 

ویژگی دلی  به E. coliباکتری  BL21(DE3)ه سوی انتخاب

 املاً برای تولید این پپتید کوچک ک ،تخریب پروتئازی کمتر

  .[21]است مناسب 

که یک ابزار  Expasyآمده از وبسللایت  دسللتبهدر نتایج 

و  محاسبه پارامترهای بیوشیمیایی برایمحاسباتی قدرتمند 

ساس توالی پروتیئن فیزیکی مختلف  سبر ا وارد  یدیآمینوا

شللده برای پپتید  شللنهاد، وزن مولکولی پیباشللدمیشللده 

ستیدینی و جایگاه  نوترکیب سب هی ضمایم برچ همراه با 

بوده است که این نتایج  کیلودالتون TEV ،6.5برشی آنزیم 

مشهود  و وسترن بلات کاملاً SDS PAGEهای در بررسی
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 بادینتیآنتایج آزمون وسللترن بلات با اسللتفاده از  اسللت.

کیلودالتونی  6.5علاوه بر باند  His-tagاختصللاصللی ضللد 

ه را نشللان داد ک تربزرگچندین باند  مونومرمربوط به فرم 

 (اشلللکال الیگومری) تربزرگتجمعات مربوط به  احتمالاً

ستیدینی  شدیمپپتید آمیلوئید بتای کونژوگه با دنباله هی . با

شکاسازی باند پس از انجام مراح  خالص بر ی مونومرل ا

و تنها باند مربوط به  باشدمیقاب  مشاهده ن SDSروی ژل 

از لحاظ وزن  یت است کهؤقاب  ر تربزرگتجمعات سمی 

. باشدیمهای وسترن بلات با نتایج باند در تطابق مولکولی

در  نیز ترپیشموضلللوع لازم به ذکر اسلللت این  تأیید در

با وزن ها  ند با به، طیف متنوعی از  عات مشلللا طال های م

به فرم های دیمر، تترامر، هگزامر مولکولی متفاوت مربوط 

سایی  شنا ستو گزارش و بالاتر  عنوان به .[12-10] شده ا

عه الیگومر طال یک م ثال،  تا را در چندین م ید ب های آمیلوئ

انکوباسللیون بر  تفاوتهای زمانی مطی بازه، مختلفسللایز 

ست SDS-PAGEروی ژل  شان داده ا در پژوهش  .[22] ن

 42و  40نیز نشلللان داده شلللد که آمیلوئید بتای  یدیگر

ند به اشللکال مختلف تحت پروسلله توانمیآمینواسللیدی 

ته و  SDS-PAGEبر روی ژل  الیگومریزاسلللیون قرار گرف

ند ند با گذار مایش ب به ن فاوت  با طول مت  .[23]هایی 

پس از  مطالعهاین در ی مونومراهده باند عدم مش ،همچنین

دلی  پایین بودن غلظت اشللکال د بهتوانمیسللازی خالص

توجه به ماهیت داینامیک با  ،دیگر سویاز ی باشد. مونومر

سیون دمایی و  تتییر بافرهاو ها این مولکول شرایط انکوبا

شکال  ،pH نوسانات و  تمای  بهو ی مونومراحتمال تتییر ا

 با تربزرگاتصللال به یکدیگر و تشللکی  تجعات مولکولی 

   .وجود داردگذشت زمان 

ی هاوشرسلللازی پپتید آمیلوئید بتای نوترکیب به خالص

جام شلللده اسلللت  فاوت  .[15-13. 8. 5. 4]مختلف ان ت

های راهبردگیری از مختلف بهره هایپژوهشاسلللاسلللی 

                                                           
1Glutathione S-transferase 

2 Immobilized Metal Affinity Chromatography 

س یبتاسازی آمیلوئید متفاوت برای خالص ت. نوترکیب ا

له  ماتوگرافی  توانمیی تخلیص هاروشاز جم به کرو

تعویض یونی و نشلللاندار کردن پپتید با اسلللتفاده از رنگ 

maleimideهای ، کروماتوگرافی می  ترکیبی با برچسلللب

GST 1 ،IMAC2 وMBP 3 [4]ماتوگرافی یا کرو با  ،  مایع 

اشاره کرد. روش انتخابی  [16] 4عملکرد بالای فاز معکوس

کروماتوگرافی تمایلی ، سللازیمطالعه حاضللر برای خالص

شی در بوده ک His-tagو با برچسب  Ni-NTAستون  ه رو

موارد تولید  و در تعداد زیادی از باشدمیدسترس و آسان 

کار طور موفقیت آمیز بهپپتید آمیلوئید بتا به سازیخالصو 

 . [24. 13. 9]گرفته شده است 

به تشلللکی   دلی  می  ترکیبی شلللدیدبهبتا آمیلوئید  پپتید

لیگومری و فیبریلی، معمولاً  صلللورتبلله تجمعللات ا

inclusion body در  ،رغم این. علیقاب  دسلللتیابی اسلللت

ع طال تر در فرم محلول اشلللکال الیگومر کوچک کنونی ۀم

دلی  توالی هیستیدینی اضافه که ممکن است به آمد دستبه

علاوه بر وجود پپتید در فرم  باشللد.به سللاختار آن شللده 

شدهغیر سونیکیت  سوب  که نیاز به مراح   محلول و در ر

، حضلللور این پپتید در فرم دارد سلللازیخالصتر پیچیده

امکان اسللت که  مزیتی سللون سللونیکیت( خودمحلول ) 

بدون اوره را فراهم می سلللازیخالص بات  ندبا ترکی . ک

احتمال تتییر ماهیت و  ،بدون نیاز به اوره سلللازیخالص

کاهش میعملکرد پروتئین یادی  حدود ز تا  هد. ها را  د

 هیستیدینی اضافه شده نقش توالی هرحال دربدیهی است 

تولید  بنوترکیدر تتییر سللاختار مولکولی و عملکرد پپتید 

شتری  نیازمند ،شده سی بی شدمیبحث و برر ه تعبیه البت. با

شی آنزیم پروتئاز  شده،  TEVسایت بر سازه طراحی  در 

ید پپت سازیخالصامکان حذف توالی شش آمینواسیدی و 

 دامها که در ه استفاقد برچسب هیستیدینی را فراهم آورد

3 Maltose Binding Protein 
4 Reverse phase HPLC 
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 آمیلوئیدتوالی پپتید  TEV با اسللتفاده از پروتئازمطالعات، 

  .خواهد شدو نتایج آن منتشرجدا برچسب آن  از بتا

قتعلاوه بر  طاب  inشلللده در  بینیپیش وزن مولکولی م

silico  ید یببرای پپت جام  نوترک تایج ان ، SDS-PAGEبا ن

 نیز موید نتایج قبلیآزمون وسللترن بلات  توسللطبررسللی 

باید در نظر داشللت که اسللتفاده از با وجود این . باشللدمی

میلوئید آاختصاصی توالی پپتید  نوکلونال کاملاًوم بادیآنتی

 .بوده استتر مناسبانجام آزمون وسترن بلات  برایبتا 

تشکی  تجمعات غیرمحلول پس از بیان در باکتری،  دلی هب

به شلللک   سلللازیخالص ید  یباین پپت و در فرم  نوترک

در این . [15]مونومری همواره چالش برانگیز بوده اسللت. 

ساده ایهدر فرم بتاآمیلوئید آوردن پپتید  دستبه، پژوهش

یک  inclusion bodyمحلول و عاری از  صورتتر ولی به

که استفاده از آن را برای بررسی باشدمیمزیت بسیار مهم 

گیری میزان انللدازه برایهللای آتی و تیمللار سللللولی 

 هایچرا که بازگرداندن فرم ،کندتر میآسلانتوکسلیسلیتی 

تر فیبریلی به اشللکال الیگومریک و پیچیده غیرتوکسللیک و

نه و اضللافه تر خود نیازمند به انجام پروسلله جداگاکوچک

 HFIPگللران قللیللمللت مللانللنللد  هللایکللردن حلللال

(hexafluoroisopropanol) البته باید  .[26. 25] باشلللدمی

شکی   و فیبریلیو  میزان تتییر تجمعات الیگومریدرباره  ت

سیون سیکانفورما  های مختلف مولکولی به مرور زمان برر

یکی از دلای   احتمالاً .انجام شلللودای جداگانهو مطالعه 

قاب  لول فرم مح دراینکه پپتید حاضر در این سیستم بیانی 

شاهده  شدمیم شده ، با ص   ستیدینی مت وجود برچسب هی

ساختار آن  ستبه  صیت توانمیکه تا حدود زیادی  ا د خا

  .را کاهش دهدهیدروفوبی این پپتید 

بررسللی کشللندگی سلللولی پپتید نوترکیب با اسللتفاده از 

عملکردی  ۀمشخص عنوانبهدر اکثر مطالعات   MTTآزمون

یزان م پژوهش. در یک شودمیو اصلی آمیلوئید بتا شناخته 

شندگی   2.5در غلظت ، SH-SY5Yسلولی  ردهبر روی ک

پپتید نوترکیب در مقایسللله با حلال هم ارز  از مولارمیکرو

دار گزارش شللد. این کنترل منفی، معنی عنوانبهفاقد پپتید 

شابه در غلظت سنتتیک م ست که پپتید  صورتی بوده ا در 

شندگی سان اثر ک ستمعنی های یک شته ا . [27] داری ندا

سیتی آمیلوئید بتای نوترکیب در یک  سی سیتوتوک سی  برر

شان داد که این PC12سلولی  ردهمطالعه دیگر بر روی  ، ن

ید پس از  با غلظت 48پپت مار   مولارمیکرو 3 سلللاعت تی

در پژوهش  .[4] داشلللتدرصلللدی  50کشلللندگی حدود 

با پپتید  SH-SY5Y ردۀی هاسلولپس از تیمار  ،نیزحاضر 

ساعت، میزان کشندگی در غلظت 12خالص شده به مدت 

صلللفر  در مقایسللله با غلظتمیکرومولار  50و  25 های

کنترل  عنوانهبو با استفاده از حلال پپتید پپتید  میکرومولار

نشللان  ی رادرصللد 50و  30نتایج معنادار  ، به ترتیبمنفی

تیمار  SH-SY5Yی هاسلللولدر  MTTبررسللی نتایج  .داد

شان داد آمیلوئید بتا،پپتید غلظت معین از شده با  که این  ن

نترل ) در مقایسللله با ک توجهیقاب  کشلللندگی  تأثیرپپتید 

سی  برای ،. همچنینداردحلال بدون پپتید(  دنباله  تأثیربرر

تید پپ گیدهیسللتیدینی اضللافه شللده بر روی میزان کشللن

از یک دنباله هسلللتیدینی فاقد توالی پپتید آمیلوئید مذکور، 

کنترل استفاده شد. خوشبختانه نتایج حاص  نشان  عنوانبه

 ی در عملکردتأثیرداد که عدم حذف دنباله هیسلللتیدینی، 

ه ک پپتید و ایجاد خاصللیت کشللندگی آن نداشللته اسللت

تر ضرورت برش و حذف برچسب هیستیدینی را کم رنگ

  کند.می

شارهای و به راه انداختن آب با اتصال به رسپتور ا،آمیلوئید بت

ستی منجر به سایتوتوکتأثیر بروز مولکولی زیرد سیک ات 

ید آمیلوئاشکال دیمر و الیگومر  . به این صورت کهشودمی

سلولی، می سیر بتای خارج  سیگنال تواند چندین م هدایت 

ترین را فعال کند. از مهم بتاآمیلوئید های مرتبط با گیرنده

و  TNF، RAGE ،nAChRs توان بللهمیهللا گیرنللدهاین 

p75NTR  گللیللرنللده کللرداشللللاره .p75NTR (p75 

neurotrophin receptor  نام با  که   )NGFR  (nerve 

growth factor receptor  )شک ، به شودمیشناخته  نیز 
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 .[28] شودمیمرگ سلولی  فرایندشروع اختصاصی باعث 

ها پس از اتصللال به لیگاند خود، منجر به اغلب این گیرنده

-Proشلللوند که در کنار می FADDفعال شلللدن دومین 

8caspase ، کمپلکسDISC 1  عال را تشلللکی  می هد. ف د

و شللروع  caspase 3باعث فعال شللدن  ،caspase 8 شللدن

 .  [29]شود آپوپتوز می فرایند

شندگی مطلوب این پپتید در آزمون  صیت ک با توجه به خا

MTT  ،برایمی توان از پپتید خالص شلللده، انجام شلللده 

های رده ی مدل موشللی و انسللانی از جملههاسلللولتیمار 

و مدل سلللولی  کرداسللتفاده  SH-SY5Yو  PC12 سلللولی

سلولی و  ساخت که در مطالعات بعدی  بیماری آلزایمر را 

سیار کاربردی و ارزشمند درباره بیماری آلزایمر مولکولی  ب

 .باشدمی

در پژوهشکار گرفته شده هبهای مختلف راهبردبر اساس 

آمده  تدسللبه نوترکیبآمیلوئید بتای  ، میزانپیشللین های

 راندمان نهایی ،مشابه تقریباً هایپژوهشمتفاوت است. در 

به ازای هر لیتر محیط گرممیلی 200تا  3از  گزارش شللده

دلی  این تفاوت به. [31. 30. 24] متتیر بوده اسللتکشللت 

فاده از  فاوت، وکتورهای متنوع، میزباناسلللت یانی مت های ب

ناگون، نحومحیط کشللللت یان و نوع  ۀهای گو قای ب ال

برای مطالعه  محاسبه شده مقدار .[8]باشدمی سازیخالص

 اشدبمی به ازای یک لیتر محیط کشت گرممیلی 50حاضر 

 سللازیخالصنشللان دهنده یک سللط  بیان مطلوب و که 

  است.بهینه 

تکنولوژی سللنتز در نظر داشللت این نکته را باید  آخر،در 

پپتیدهای با طول بالاتر از ده  ویژهبهپپتیدهای فاز جامد، 

شیمیای سیدآمینه به روش  شک  یا سیار م خرید  دمنو نیاز ب

از خارج از کشلللور  هابر این پپتیدو واردات بسلللیار هزینه

شدمی ستی پروتئین یسازخالص. بیان و با ها به روش زی

تر و در مقادیر بسلللیار بالاتر را فراهم آسلللانامکان تولید 

سی و مطال نوترکیبتولید  کند.می ستر عه این پپتید امکان د

                                                           
1 death-inducing signalling complex 

سلللاختارهای الیگومری و فیبریلی آمیلوئید بتا، بررسلللی 

سمویژگی شیمیایی پپتید و مکانی های های بیولوژیکی و بیو

 یبراهای مرتبط با آن از جمله آلزایمر را درگیر در بیماری
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Abstract 

Amyloid beta (Aβ) is the major constituent of harmful plaques in the 

Alzheimer’s patients. Thus, study of Aβ and understanding its related 

molecular and cellular mechanisms is essential for diagnosis and therapeutic 

interventions. This study introduces a rapid, simple, and cost-effective 

technique for production and purification of this peptide, utilizing the 

expression of Aβ gene within bacterial system. Aβ gene was synthesized and 

transferred into the expression vector pET26b. After induction by Lactose and 

24 hours of incubation for Aβ expression the cell sediment was analyzed for 

presence of recombinant peptide using SDS-PAGE and Western blot. Then 

the purification of recombinant peptide was carried using nickel chloride 

affinity chromatography. Characterization of purified Aβ was performed by 

evaluating cell cytotoxicity in 25 µM and 50 µM concentrations using MTT 

assay on Alzheimer cell line model SH-SY5Y. 

Colony PCR and sequencing results showed the correct insertion of Aβ coding 

fragment into the expression vector. Presence of bands with the expected size 

in the results of SDS PAGE and western blot had confirmed successful 

expression of his-tagged recombinant peptide. MTT assay results showed the 

purified peptide has respectively 30 and 50% cytotoxicity for 25 µM and 50 

µM concentrations. Production of amyloid beta peptide in bacterial hosts 

seems to be favorable. Obtaining Aβ peptide in soluble phase is an important 

advantage of this study. Hence according to toxicity of the purified peptide, it 

can be utilized for cell line treatments and further researches on Alzheimer 

disease.  

 

Keywords: amyloid beta, peptide, recombinant, Ni-NTA, western blot 
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